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　　摘　要：目的　构建携带ＭＹＣＴ１基因的重组慢病毒载体ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１，并包装成慢病毒，为进一步研究及动物实验奠定

基础。方法　ＭＹＣＴ１基因片段经ＰＣＲ扩增后，与酶切线性化的慢病毒载体进行定向连接，获得ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１重组慢病毒载

体并转化细菌感受态细胞。克隆菌落行ＰＣＲ鉴定，对阳性的重组质粒进行测序并转入２９３Ｔ细胞，荧光显微镜下观察ＧＦＰ表达

并行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。将重组质粒与慢病毒包装系统一同转染２９３Ｔ细胞进行病毒包装，实时荧光定量ＰＣＲ法检测病毒滴度。

结果　ＤＮＡ测序结果及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定证实成功构建 ＭＹＣＴ１重组慢病毒载体，对其进行包装后测定慢病毒滴度为２×

１０８ＴＵ／ｍＬ。结论　成功构建并包装 ＭＹＣＴ１重组慢病毒表达载体。
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　　ＭＹＣＴ１（ｍｙｃｔａｒｇｅｔ）基因是本室克隆的一个新基因，研

究表明 ＭＹＣＴ１在多种肿瘤组织中表达降低，可能是一个新

的抑癌基因［１］。为了进一步探讨 ＭＹＣＴ１的基因功能及其在

肿瘤发生中的可能机制，在本研究中，笔者设计并构建携带有

ＭＹＣＴ１基因的慢病毒表达载体，并对其进行包装以获得足

够转染滴度的病毒颗粒，为后期的动物实验及进一步研究创造

了条件。

１　材料与方法

１．１　材料　慢病毒载体系统和慢病毒的包装细胞２９３Ｔ细胞

（上海吉凯基因化学技术有限公司）；ｄＮＴＰ（Ｔａｋａｒａ）；琼脂糖

（赛百盛公司）；质粒抽提试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；Ｔａｑ酶（Ｓｉｎｏ

Ｂｉｏ公司）；胎牛血清ＦＢＳ（上海微科生化试剂有限公司）；ＤＭ

ＳＯ（上海生物试剂厂）；ＤＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ公司）；胰酶（上海化学

试剂公司）；台盼蓝（上海捷倍思基因技术）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；限制性内切酶（ＮＥＢ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＭＹＣＴ１基因片段的克隆　由上海吉凯基因化学技术

公司设计并合成引物，引物序列如下：上游引物：３′ＧＡＧＧＡＴ

ＣＣＣＣＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＧＡＡＣＡＣＡＡ

ＧＴＡＴＡＴ ＧＡＧ Ｇ５′；下游引物：３′ＴＣＡＣＣＡ ＴＧＧ ＴＧＧ

ＣＧＡＣＣＧＧＧＧＡＡＴＣＴＧＧＧＡＡＴＧＣＣＴＴＧＡ５′。引物序

列中引入了交换配对碱基和酶切位点，通过ＰＣＲ法扩增目的

基因片段，扩增条件为：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２

℃２ｍｉｎ，进行３０个循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．２　ＭＹＣＴ１重组慢病毒载体构建　将获得的基因片段与

经酶切线性化的ＧＶ２１８载体以１∶３～１∶９的摩尔比加入反

应体系进行定向连接，于２５℃反应３０ｍｉｎ后于４２℃反应１５

ｍｉｎ制备克隆交换液，将产物转化至大肠杆菌感受态细胞，最

后将已转化的感受态细胞转移至ＬＢ琼脂培养基上，３７℃培养

１６ｈ。ＰＣＲ法进行鉴定，鉴定引物 ＵｂｉＦ：５′ＧＧＧＴＣＡＡＴＡ

ＴＧＴＡＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧ３′；ＥＧＦＰＮＲ：５′ＣＴＧＧＴＣＧＡＧ

ＣＴＧＧＡＣＧＧＣＧＡＣＧ３′。将阳性克隆菌液送公司测序并进

行结果比对。

１．２．３　ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１慢病毒过表达质粒蛋白表达检测　

将ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１慢病毒过表达质粒转染２９３Ｔ细胞，２４ｈ

后荧光显微镜下观察细胞荧光表达情况。收集细胞，提取蛋

白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测转染２９３Ｔ细胞样品中 ＭＹＣＴ１

ＧＦＰ融合蛋白的表达。
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１．２．４　病毒包装、纯化及滴度测定　将编码慢病毒颗粒的重

组ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１质粒及其两种辅助包装原件载体质粒

ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０，三种质粒载体分别进行高纯度无

内毒素抽提，按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００使用说明

进行共转染２９３Ｔ细胞，转染后８ｈ更换为完全培养基，培养

４８ｈ后，收集富含慢病毒颗粒的细胞上清液，对其浓缩后得到

高滴度的慢病毒浓缩液，在２９３Ｔ细胞中以实时荧光定量ＰＣＲ

（ＲＴＰＣＲ）法进行滴度测定并标定病毒滴度。

２　结　　果

２．１　ＭＹＣＴ１扩增产物凝胶电泳结果　获得约７５１ｂｐ大小

ＰＣＲ产物，见图１。

　　Ｍａｒｋｅｒ：标记物，自上而下依次为５ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１．５ｋｂ、１ｋｂ、

７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ。

图１　　目的基因ＰＣＲ产物电泳图

２．２　ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１过表达质粒慢病毒的阳性克隆鉴定　

阳性转化子ＰＣＲ产物大小为９１２ｂｐ，阴性转化子ＰＣＲ产物大

小为１９８ｂｐ，见图２。测序结果与目标序列比对完全一致。

　　１：阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；２：阴性对照（空载自连对照组）；３：阳性对照

（ＧＡＰＤＨ）；４：标记物，自上而下依次为５ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１．５ｋｂ、１ｋｂ、

７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ；５～１２：ＭＹＣＴ１１～８号转化子。

图２　　ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１过表达质粒慢病毒的阳性

克隆ＰＣＲ鉴定

图３　　质粒转染２９３Ｔ细胞２４ｈ荧光表达情况（×２００）

２．３　ＧＶ２１８ＭＹＣＴ１重组质粒２９３Ｔ细胞蛋白表达　转染

后，细胞内可观察到明显的荧光，说明目的质粒转染正常、目的

质粒荧光标记基因表达正常，见图３。转染２９３Ｔ的样品经

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，可以观察到５２×１０３ 附近处有特征条带，其

大小和目的基因融合蛋白相吻合，见图４。在本次滴度检测

中，１×１０－４μＬ组样品和对照组样品的Ｃｔ值存在２个左右差

异，认为在１×１０－４μＬ组样品中存在病毒颗粒。假定该组样

品含有至少有１个病毒颗粒，则病毒的滴度为２×１０８ＴＵ／ｍＬ，

见表１。

　　Ｍａｒｋｅｒ：标记物；１：阳性 ＷＢ标准品 ＳＵＲＶＩＶＩＮ３ＦＬＡＧＧＦＰ

（４８×１０３）；２：对照组２９３Ｔ细胞；３：目的基因质粒转染２９３Ｔ后样品。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ质粒转染２９３Ｔ样品

表１　　不同浓度病毒感染后样品组的Ｃｔ值及表达量分析

组别 ＣｔＡｃｔｉｎ Ｃｔ目标基因
Ｃｔ目标基因

均值
ΔＣｔ

ΔＣｔ对照－

ΔＣｔ样品组

对照组 １３．７８ ３４．３４ ３３．５５５ １９．７７５ ０．０００

３２．７７

样品组

　１μＬ １４．３９ ２０．９７ ２１．０２ ６．６３０ １３．１４５

２１．０７

　１０－１μＬ １４．１７ ２３．７２ ２３．７２ ９．５５０ １０．２２５

２３．７２

　１０－２μＬ １４．２８ ２６．５ ２６．４８５ １２．２０５ ７．５７０

２６．４７

　１０－３μＬ １４．０６ ２９．７１ ２９．６０５ １５．５４５ ４．２３０

２９．５０

　１０－４μＬ １４．０８ ３１．４９ ３１．３７ １７．２９０ ２．４８５

３１．２５

　１０－５μＬ １３．９３ ３２．７１ ３３．２ １９．２７０ ０．５０５

３３．６９

　　：ΔＣｔ＝Ｃｔ目标基因均值－ＣｔＡｃｔｉｎ。

３　讨　　论

ＭＹＣＴ１是本室克隆的一个新基因，为原癌基因ｃＭｙｃ

的一个靶基因。ｃＭｙｃ是一个含亮氨酸拉链的转录因子，通过

大量靶基因如 ＣＡＤ、ＯＤＣ、ＬＤＨＡ、ｃｙｃｌｉｎＥ、ＭｒＤｂ、ｔｅｌｏｍｅｒ

ａｓｅ／ｈＴＥＲＴ、ｒｃｌ、ＩＲＰ２、ｃｄｃ２５Ａ、ＪＰＯ１可广泛（下转第１５０７页）
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ＳＢＥＭ水平，结果提示血清ＳＢＥＭ 水平变化与肿瘤负荷化疗

效果之间具有密切关系。ＮＡＣ有效的直接效应为肿瘤细胞坏

死，造成肿瘤负荷减轻。效果为ＣＲ患者的肿瘤负荷下降更为

明显可能是血清ＳＢＥＭ水平降低更为显著的直接原因。手术

后３组间血清ＳＢＥＭ 水平无显著性差异，可能与病灶切除后

肿瘤负荷降至较为一致水平有关。

肿瘤最大径间接反映肿瘤负荷，直径愈大则肿瘤体积愈

大、肿瘤细胞数目愈多、肿瘤细胞ＳＢＥＭ 释放入血的概率愈

高，在对ＳＢＥＭ的下降率进行分层分析时发现，ＮＡＣ后血清

ＳＢＥＭ下降率与肿瘤最大径和 ＮＡＣ 效果有关，直径愈大

ＳＢＥＭ下降率愈高，这也说明体积愈大的肿瘤从新辅助化疗中

获益的概率愈高，故对于肿瘤负荷较大的患者更应实施ＮＡＣ。

ＮＡＣ后ＳＢＥＭ 下降率与临床分期、组织学分级、淋巴结状态、

年龄、月经状态、基因分型、病理学类型、ＥＲ、Ｈｅｒ２、Ｐ５３、Ｋｉ

６７、基因分型等无关，提示ＳＢＥＭ下降率可能为独立于上述因

素的可以反映ＮＡＣ效果的分子标志物。此外在研究时发现，

随临床分期升高，ＮＡＣ后ＳＢＥＭ 下降率有增加趋势，但差异

无统计学意义，需增加病例数进一步研究。

Ｍｉｋｓｉｃｅｋ等
［１］将ＳＢＥＭ用于检测乳腺癌骨髓孤立肿瘤细

胞，结果显示：ＳＢＥＭ 在ＥＲ（＋）、分化较好的“Ｌｕｍｉｎａｌ亚型”

ＭＣＦ７，Ｔ４７Ｄ 和 ＺＲ７５１乳腺癌细胞中有表达，但在 ＥＲ

（－）、分化较差的“基底样亚型”ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞中

无表达，并在ＥＲ（－）的亚组中显示出预后价值
［６］。但本研究

未发现ＳＢＥＭ水平及其下降率在不同分子分型乳腺癌中的差

异，有待于进一步积累病例研究明确。

综上所析，血清ＳＢＥＭ 水平变化与 ＮＡＣ化疗反应性有

关，可作为ＮＡＣ疗效评价的一个有益补充，指导个体化治疗

方案的制定。但血清ＳＢＥＭ 水平及 ＮＡＣ后ＳＢＥＭ 下降率能

否作为乳腺癌预后的判断因素及ＳＢＥＭ与乳腺癌微转移的关

系有待于进一步研究明确。相信随着临床研究和医学转化性

研究的不断深入，ＳＢＥＭ在乳腺癌疗效预测及预后中的价值会

得到进一步证实。
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参与细胞转化、细胞分化、凋亡及细胞周期调控［２３］，并与多种

肿瘤的形成相关。在前期研究中，利用ＲＮＡ干涉技术将胃黏

膜ＧＥＳ１细胞中 ＭＹＣＴ１基因沉默，发现 ＭＹＣＴ１表达降低

虽然不能直接导致正常胃黏膜细胞恶性转化，但引起胃癌细胞

增殖减慢，凋亡增加，细胞周期Ｓ期延长，提示 ＭＹＣＴ１基因

的功能可能是抑制细胞ＤＮＡ合成
［１］。

慢病毒载体是以人类免疫缺陷型病毒（ＨＩＶ）为基础发展

起来的基因治疗载体系统，它能高效地将目的基因导入动物和

人的原代细胞或细胞系中，对分裂细胞和非分裂细胞均具有感

染能力。慢病毒载体基因组是正链 ＲＮＡ，其进入细胞后，在细

胞质中被其自身携带的反转录酶反转录，形成ＤＮＡ整合前复

合体，进入细胞核后，ＤＮＡ整合到细胞基因组中。整合后的

ＤＮＡ转录ｍＲＮＡ，回到细胞质中，表达目的蛋白。因目的基

因整合到宿主细胞基因组中，并随细胞基因组的分裂而分裂，

因此慢病毒载体介导的基因表达作用持续且稳定，且感染效率

高，能够被浓缩成高滴度，不易诱发宿主免疫反应，可在体内长

期表达，具有安全性好等优点，优于腺病毒和逆转录病毒［４］，已

成为当前基因转移载体研究的热点［５］。

本研究所采用的慢病毒载体系统由 ＧＶ２１８载体、ｐＨｅｌｐ

ｅｒ１．０载体及ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体三质粒组成。其中ＧＶ２１８载体

是进行基因重组的靶载体；ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体提供编码病毒所

需的结构蛋白和特异性酶；ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体则提供包装病毒

所需的包膜蛋白。本实验将 ＭＹＣＴ１基因与酶切后的慢病毒

载体进行定向连接，成功构建出 ＭＹＣＴ１重组慢病毒表达载

体，并通过三质粒共转染２９３Ｔ细胞成功包装慢病毒，获得可

供后续实验转染用的滴度，为后续的动物实验及进一步研究该

基因在肿瘤治疗及发生中的作用奠定了良好的基础。
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